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® Nouvelies llpopoiyamines, leur preparation et leur emploi. 



@ Nouvelies lipopolyamlnes de formule generate (I), leurs seis. leur preparation et leur emploi. 
H2N-((C HWNH>n H (I) 
R 

n = 1a5etm^2a6 
R represente un radical 
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■NH-CO- 



(Ri et Ra : radical aliphatlque contenant 12 a 22 atomes de carbone ; 

R : atome d'hydrog&ne ou radical ^kyle eventueilement substitu4 par phdnyle), ou un radical 

5 R3-X-0-CH2 

r- R.-X-O-CH 0 

; I II 

g CH-O-P-O-CH2CH2-NH-CO- 

co j 

O OH 

^ (X =^ CH2. CO : R3 et R4 radical aliphatlque contenant 11 a 21 atomes de carbone), leur preparation et leur 



emploi. 
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Les lipopolyamines de formule generate (I) sont particulierement utiles comme vecteurs de transfection de 
cellules eucaryotes. 
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NOUVELLES LIPOPOLYAMINES, LEUR PREPARATION ET LEUR EMPLOl 

La presents invention conceme de nouveiles iipopolyamines de formule general© : 
H2N<(CHVNH>^ H (I) 
R 

sous forme D, L ou DL, leurs sels, leur preparation et leur emploi. 
5 Dans )a formule generate (I). 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5 inclusivement. 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 

- R represent© un atome d'hydrogene ou un radical de formule generate: 

dans leque! Rt et R2. identiques ou differents, representent chacun un radical aiiphatique sature CpHap + g ou 
insature CpH^p ou CpHap^a, p etant un nombre entier compris entre 12 et 22 inclusivement et r' represente 
un atome d*hydrogene ou un radical alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone eventuellement substltue 
par un radical phenyle, ou un radical de formule generate : 



15 



20 



25 



30 



35 



R3-X-O-CH2 



R^-X-O-CH 0 



(HI) 



CH-O-P-O-CHjCHj-NH-CO- 



OH 



dans lequel X represente un groupement methylene (-CH2-) ou un groupement carbonyle (-CO-), et R3 et 
R4, identiques ou differents, representent chacun un radical aiiphatique sature Cp'Hap +2 ou insature 
Cp'Hap' ou Cp'H2p'-2, p etant un nombre entier compris entre 11 et 21 inclusivement 4tant entendu que : 

- quelles que soient ies valeurs de m et n. un seul des symboles R represente un radical de formule 
generate (II) ou (HI) 

- lorsque n est compris entre 2 et 5, Ies valeurs de m dans Ies differents fragments 



40 



45 



50 



peuvent etre identiques ou differentes. 

D'un interet tout particulier sont Ies produits de formule generate (I) dans laquelle n est egal a 3 et Ies 
valeurs de m dans Ies fragments 



E 



sont identiques ou differentes et representent 3 ou 4, et R represente : 
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solt un radical de formuie generate (II) dans lequei Rt et R2 representent chacun un radical alkyle contenant 
12 a 22 atomes de carbone et R represente un atome d'hydrogene, 

soit un radical de formuie generaie (II!) dans lequei Ra-X- et R4.-X-representent chacun un radical alcanoyle 
contenant 12 a 22 atomes de carbone. 

Plus partlculierement interessants encore sont la 5-carboxyspermylgiycine dioctadecylamlde (DOGS) et 

5-carboxyspermyiamide de la dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES). 

Selon 1'invention, ies nouvelles lipopolyamines de formuie generaie (I) peuvent etre obtenues par action 
sur un prodult de formuie generaie : 



70 



i4- 



Z-NH-f- {CH)^-N(-Z 



V 1 



(IV) 



dans laquelle m et n sont definis comma precedemment, R5 represente un atome d'iiydrogene ou un 
radical ca-boxy et les symboles Z representent un groupement protecteur de la fonctlon amine, etant 
entendu que : 

- quelies que soient les valeurs de m et n, un seul des symboles R5 represente un radical carboxy 

- lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m des dlfferents fragments 



R 

25 



peuvent etre identiques ou differentes 
solt d'un produit de formuie generate : 



30 



co-cH-im^ 



(V) 



35 



40 



dans laquelle Ri , R2 et R sont definis comme precedemment, 
soit d'un produit de formuie generate : 



R3-X-O-CH2 



R^»X-0-CH O ^^^^ 
CH-O-P-O-CH2CH2-NH2 



OH 



dans laquelle R3, R4 et X sont definis comme precedemment suivte du replacement des groupements 
protecteurs Z par un atome d*hydrogene. 

Lorsque I'on fait reagir un produit de formuie generaie (V) sur un produit de formuie generaie (IV), il est 
particulierement avantageux d'effectuer la condensation en presence d'un diimide tel que le dicyclohexyl- 
carbodiimide en operant dans un solvant organique inerte choisi parmi les solvants aliphatiques halogenes 
tels que le chiorure de methylene, 

lj3rsque Ton fait reagir un produit de formuie generaie (Vt) sur un produit de formuie generaie (IV), il est 
particulierement avantageux de traiter prealablement la fonction acide du produit de formuie generaie (IV) 
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par ie N-hydroxysuccinimide en operant dans un solvant organique choisi parmi les hydrocarbures 
aiiphatiques halogenes (chlorure de methylene) et les ethers (tetrahydrofuranne) en presence d'un imide tel 
que le dicyciohexylcarbodiimfde, avant d'effectuer la condensation du produit de fornnule generale (VI), La 
condensation de I'ester mixte sur le produit de formule generale (VI) s'effectue generalement dans un 
5 solvant organique (chloroforme, ethanol) en presence d*une base organique telle que la triethylamrne a une 
temperature comprise enire 30 et 50* C- 

Generalement, on utilise un groupement protecteur Z qui est faciiement remplapable par un atome 
d*hydrogene sans toucher au reste de la molecule. II est partlcuilerement avantageux d'utillser comme 
groupement protecteur le radical tbutoxycarbonyle qui est faciiement remplagabie par un atome d^hydroge- 
10 ne au moyen d'un aclde (acide trifluoroacetique), 

Les produits de formule generale (IV) dans laquelie n est superieur a 1 peuvent etre obtenus a partir de 
Tornlthine par cyanoalkylation suivie de reduction des fonctions nitriies en fonctions amines, puis protection 
des fonctions amines alnsi obtenues. 

Les produits de fomnuie g^nSraie (V) peuvent §tre obtenus par action d'une amine de formule generale 

T5 : 



20 



> 



NH 



(VII) 



dans laquelie Ri et Ra sont definis comme precedemment sur un amsnoacide de formule generate : 



25 HOCO-CH-KH, (VIII) 

I 



30 dans laquelie r' est defini comme precedemment, dont la fonction amine est protegee et dont la fonction 
acide est activee, II est particulierement avantageux de proteger la fonction amine par un radical 
benzyjoxycarbonyle qui est faciiement remplagable par un atome d'hydrogene par hydrogenolyse en 
presence d'un catalyseur tei que le palladium. Generalement, la fonction acide est activee par transforma- 
tion en ester p.nrtrophenyfe, 

35 Les produits de formule generale (VI) sont des produits connus qui sont faciiement accessibles, 

Les nouveaux produits de formule generale (I) presentent la propriete, disperses dans Teau, de former 
des nanoparticules unilamellaires, qui sont Instables en milieu ionique, et qui s'associent fortement, par leur 
partle cationique, avec l*ADN plasmidique ou oligonucleotidlque en le compactant et en le recouvrant d'une 
couche lipidique. En utilisant un exces de charges cationiques par rapport a Tacide nucleique. ies 

40 complexes lipide/ADN peuvent etre adsorbes sur les membranes cellulaires facllitant ainsi ia capture de 
TADN par les cellules. 

Les produits de formule generale (I) constituent des vecteurs specifiques. non toxiques, biodegradabies 
et de grande efficacite pour reaiiser la transfectlon de cellules eucaryotes (lignees cellulaires. cultures 
primaires). 

45 Selon rinvention. la transfectlon est realisee en mettant en contact une suspension de cellules en 
absence de serum avec un melange transfectant obtenu, au moment de sa mise en oeuvre, a partir d'une 
solution de la lipopolyamine de formule generale (1) et d'une solution de TADN dans un milieu convenable. 

II est particulierement avantageux d'operer en milieu tres dilue (1 a 5 nanomolaire) et d'utiliser un exces 
(de 2 a 5 fois) de charges de la lipopolyamine par rapport a TADN. 

50 La duree de la transfectlon peut §tre comprise entre 10 minutes et 48 heures independamment de la 
nature des cellules. 

Le precede seion ['invention presente I'avantage de pouvoir s'appliquer a des lignees cellulaires 
d'origines diverses (inciuant par exempie LMKT, Ras4, CHO, F9, Bu4, S49, Hela et AtT20) ainsi qu^a des 
cellules primaires sans quMi solt necessaire d'optimiser ou de modifier les conditions de mise en oeuvre du 

as procede. 

Par ailleurs, les lipopoiyamines de formule generale (I) permettent de transfecter des cellules fragiles 
(cellules hypophysaires Intermediaires ou anterieures, cellules chromaffin, neurones peripheriques ou 
centraux) qu'il n'etait pas possible de transfecter par application de m^thodes classiques (coprecipitation au 
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phosphate de calcium ou les techniques au dextrane). 

Enfin» les agents de transfection selon Tinventlon ne manifestent pas de toxicite vis-a-vis des celiuies 
transfectees. lis ne manifestent pas de toxicite aigue chez [e rat apres injedlon intracerebrale ou 
systemlque, 

5 La presente invention a pour objet egalement une solution alcoolique ou aqueuse stable d'une 
lipopolyamine de formuie generale (1) utilisable pour la realisation de transfections celluiaires. 

Generalement, on prepare des soiutlons a 1 mg/ml qui permettent la realisation d'environ 50 transfec- 
tions. 

Les examples suivants, donnes a titre non limitatif. montrent comment I'invention peut etre mise en 
10 pratique. 



EXEMPLE 1 

IS On agite pendant 12 heures un melange de L-S-carboxy-t^tra-t-butoxycarbonylspermine (1 equivalent) 
et de glycine dioctadecylamide (1 equivalent) dans le chiorure de methylene en presence de dlcyclohexyl- 
carbodiimide (1 ,1 equivalent). 

Apres chromatographie sur silice. on obtient. avec un rendement de 90 %, la tetra-t.butoxycarbonyl-5- 
carboxyspermylglycine dioctadecylamide dont les groupements protecteurs sont eiimines par traitement par 
20 racide trifluoroacetique pendant 10 minutes a une temperature voislne de 20 'C. On obtient ainsi ie 
tetratrifluoroacetate de 5-carboxyspermylglycine dioctadecylamide (DOGS). 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de resonance magnetique nucieaire du 
proton a 200 MHz dans le methanol deutir^ (deplacements chimlques 5 en ppm) : 0.9 [t, (CH3)2] ; 1,3 [m, 2 
X (CH2)t5] : 1,4-1 ,7 (m, 2 X CH2CH2NCO) ; 1 ,8-2,2 (m. 4 x CH2CH2N") ; 3.0-3,2 (m. 5 x CH2N'') ; 3.35 (t. 2 
25 X CH2NCO) ; 4.0 (t OHH) ; 4.15 (s. COCH2ND). 

La L-5-c^oxy-t6tra-tbutoxycarbonylspermlne peut etre preparee de la manlere sulvante : 
A une solution 1M de L-ornithine dans le dimethylformamide, on ajoute 2.2 equivalents d'acrylonitrile. 
On agite pendant 1 heure ^ une temperature voisine de 20* C. 

Le dinitrile ainsi obtenu est redult par I'hydrogene en presence de nickel de Raney en operant en 
30 presence de potasse ethanollque pour donner la L-5-carboxyspermine dont les fonctions amines sont 
protegees par des groupemente t.butoxycarbonyle par application des methodes habituelies. 

La glycinedtoctadecylamide peut etre prepare par condensation de dioctadecylamine (1 equivalent) 
avec Tester p.nitrophenyle de la N-carbobenzoxy-giycine (1 equivalent) en operant dans le chiorure de 
methylene en presence de triethylamine (1,1 equivalent) pendant 5 heures. 
35 Apres hydrogenation pendant 1 heure en presence de palladium sur noir a 10 % en operant dans un 
melange chiorure de methylene-ethanol, on obtient la glycinedioctadecyiamide avec un rendement de 87 



40 EXEMPLE 2 

On traite pendant 12 heures la L-5-carboxy-tetra-t.butoxycarbonylspermlne (1 equivalent) par la N- 
hydroxysuccinimide (1,1 equivalent) en presence de dicyclohexylcarbodllmide (1.1 equivalent) en operant 
dans un melange chiorure de methyiene-tetrahydrofuranne, 

4B Uester obtenu est traite par la dipaimitoylphosphatidylethanolamlne (1 equivalent) en presence de 
triethylamine (1 equivalent) dans un melange chloroforme-ethanol pendant 12 heures a 40 'C. Apres 
traitement du melange reactionnel, on obtient, avec un rendement de 55 %, la tetra-t.butoxycarbonyl-5- 
carboxyspermylamide de la dipalmitoylphosphatldyiethanolamine dont les groupements protecteurs sont 
eiimines par Tacide trifluoroacetique dans le chiorure de methylene. On obtient ainsi la 5-carboxyspermyla- 

50 mide de ia dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES) sous forme de tetratrifluoroacetate. 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de resonance magnetique nucieaire du 
proton a 200 MHz dans le melange chloroforme deutere-me^anol deutere (1-1 en volumes) (deplacements 
chimiques 5 en ppm : 0,85 [t (CH3)2l ; [m, 2 x (GH2)i2] ;J.5-1.65 (m, 2 x CH2CO2) ; 1,8-2.1 (m, 4 x 
CH2CH2N") ; 2.3 (tt. 2 X CH2CH2CO2) : 2.9-3.1 (m. 5 x CH2N*) ; 3.2 (bm. CH2NDCO) ; 3.75-4.05 (m. CHN*, 

55 2 X GHgOP) ; 4,15-4.40 (2 x dd. CO2CH2) ; 5.20 (OCH). 



EXEMPLE 3 
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Une solution 20mM de DOGS dans rethanol est dlluee 10 fois par de Teau sterile de fagon a obtenir 
une soiution 2mM. On prel^ve 7,5: jxl de cette solution que I'on dilue dans 250 ii\ de milieu DMEM 
(Dulbecco Modified Essential Medium). 

On prepare une solution contenant 5 iig de piasmide contenant un vecteur d'expression de la 
5 chloramphenicol acetyl transferase CAT (par exemple une construction derivee du piasmide pCAT 8+ [L 
Kiein-Hitpass et coll.. Cell, 46. 1053-1061 (1986)] par insertion d'un fragment (BamHi-Xbal) contenant 4 
copies de la sequence AP1 [binding consensus sequence" (pCAT 4XB)] dans 250 ul de milieu DMEM. 

On prepare une suspension de 10^-10^ cellules melanotropes [preparees selon B.A. Demeineix et coll., 
Neurosdence. 17, 1275-1285 (1986)1 dans 500 ix\ de milieu DMEM en I'absence de serum, 
70 Les solutions de DOGS et de piasmide sont melang^es et te melange "transfectant" est ajoute a la 
suspension de cellules. 

Le melange est incube a 37** C pendant une periode determlnee. 

Apres transfection, les cellules sont lav^es deux fois puis etaiees. Apres 48 heures. les cellules sont 
lavees par un tampon pfiosphate (PBS) puis on determine I'activite chloramphenicol acetyl transferase 
15 seton la methode de CM. Gorman et coll., Mol, Cell. BioL. 2, 1044-1051 (1982). 

Les cellules sont remises en suspension dans 100 ui d'une solution 200mM de TRIS-HCI (pH = 7,4). 
Apres plusieurs cycles de refroidissement-rechauffement, 50 ii\ du surnageant sont ajoutes a 40 y.1 de 
TRIS-HCI (pH = 7,4) contenant du chloramphenicol marque au ^*C (0,1 uCi). Apres 5 minutes h 37' C, la 
reaction est initiee par addition de -20 ul d'acetyl CoA (4mM). Apres 1 heure a 37' C, le chloramphenicoj et 
20 ses derives acetyles sont extraits a I'acetate d'ethyie, separes par chromatographie en couche mince et 
autoradiographies. Les autoradiogrammes sont analyses par une methode appropri^e. 

Cette methode permet ainsi I'analyse de differents promoteurs dans les cultures primaires en general. 



2B Revendications 

1 - Nouvelle lipopolyamine sous forme D, L ou DL caracterisee en ce qu'elle repond a la fonmule 
generale : 

H2N-f(CH)^'NH>n H (I) 

30 k 

dans iaquelie : 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5 inclustvement, 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement 

- R represente un atome d*hydrogene ou un radical de fonmule g§n^rale: 



35 



55 



^N-CO-CH-NH-CO- (II) 



40 R" 

dans lequei Ri et R2. identiques ou differents, representent chacun un radical aliphatique sature CpHap+a ou 
insature CpHap ou CpHap.a, p etant un nombre entier compris entre 12 et 22 inclusivement. et R' represente 
4S un atome d'liydrogene ou un radical aii<yle contenant 1 a 4 atomes de carbone ^ventuellement substitu§ 
par un radical phenyls, ou un radical de formule generale : 

R,-X-0-CH, 
I 



r 



CH-0-P-0-CH2CK2-NH-C0- 



OH 



dans iaquelie X represente un groupement methylene ou un groupement carbonyle et R3 et R*. identiques 
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ou differents. representent chacun un radical aiiphatique sature Cp'Hap' + a ou insature Cp'Hap' ou Cp'Hap'-a^ 
etant un nombra entier compris entre 11 et 21 inclusivement, etant entendu que : 

- queues que soient les valeurs de m et n, un seul des symboles R represente un radical de formuie 
generaie (11) ou (111) 

- lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m dans les dffferents fragments 

R 



peuvent §tre identiques ou differentes, 
ainsi que ses sels. 

2 " Nouvelfe lipopotyamine selon la revendicatlon 1 caracterlsee en ce que n est egai a 3 et les valeurs 
de m dans les fragments 



I 



sont identiques ou differentes et representent 3 ou 4 et R represente soit un radical de formuie generaie (II) 
dans iequel Ri et R2 representent chacun un radical alkyle contenant 11 a 22 atomes de carbone et r' 
represente un atome d'hydrogene soit un radical de formuie generaie (III) dans Iequel R3-X- et R^-X- 
representent chacun un radical aicanoyie contenant 12 a 22 atomes de carbone, et ses seis. 

3 - La 5-carboxyspermylglycine dloctad§cy}amide. 

4 • La 5-carboxyspermylamide de la dipalmitoylphosphatidylethanolamine, 

5 - Procede de preparation d'une lipopolyamine selon la revendicatlon 1 pour laquelle R represente un 
radical de formuie generate (II) caracterise en ce que Ton fait aglr un produit de formuie generaie : 




N-CO-CH-NH, (V) 

I 



dans laquelle Ri, R2 et R sont definis comme dans la revendicatlon 1, sur un produit de formuie generaie : 



2-NI^--<CH)^-N(-Z)^^.H (IV) 



dans laquelle m et n sont definis comme dans !a revendicatlon 1. R5 represente un atome d'hydrogene ou 
un radical carboxy et les symboles 2 representent un groupement protecteur de la fonction amine, 6tant 
entendu que : 

- quelles que soient les valeurs de m et n, un seui des symboles Rs represente un radical carboxy 

- lorsque n est compris entre 2 et 5. les valeurs de m des dtfferents fragments 

a 
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peuvent etre identlques ou differentes. 

en presence d*un diimide dans un solvant organlque inerte choisi parmi les hydrocarbures aliphatiques 
haiogenes, puis rempface les groupements protecteurs Z par un atome d'hydrogene. et isoie ie produit 
obtenu eventueKement sous forme de sel. 
5 6 - Precede de preparation d'une Hpopolyamine selon la revendication 1 pour laqueHe R represente un 
radical de formule generale (III) caracterise en ce que I'on fait reaglr un produit de formule generaie : 



R3-X-O-CH3 



10 



0 
11 

CH-O-P-O-CH^CHj-NH-CO- 



(VI) 



75 



OH 



20 



2S 



dans laquelle R3, R* et X sont definis comme dans !a revendication 1, avec un ester avec Ie N- 
hydroxysucctnimide du produit de formule generale : 

Z^NH-^ (CH)^-N(-2)-^„-H (IV) 

Re. 



dans laqueJIe m, n, R5 et Z sont definis comme dans la revendication 5 en operant dans un solvant 
organlque choisi parmt les hydrocarbures aliphatiques chlores et les alcoois en presence d'une base 
organlque choisie pamni les amines tertlaires, puis rempiace les groupements protecteurs Z par un atome 
30 d'hydrogene, et isole Ie produit obtenu eventuellement sous forme de sel, 

7 - Utilisation d'une [ipopolyamine selon I'une des revendications 1 a 4 pour la transfection de cellules 
eucaryotes caracterisee en ce Ton melange dans un milieu convenable une solution aqueuse diluee d'un 
produit selon i'une des revendications 1 a 4 avec une solution aqueuse diluee de TADN plasmidique ou 
oligonucloetidique puis met en contact Ie melange transfectant avec une suspension de cellules & 

^® transfecter, 

8 - Utilisation selon la revendication 7 caracterisee en ce que Ton transfecte des lignees cellulaires ou 
des cultures primatres- 

9 - Une solution ethanolique d'un produit selon Tune des revendications 1 ^ 4 pour realiser la 
transfection selon Pune des revendications 7 ou 8. 

^ 10 - Une solution aqueuse d'un produit selon Tune des revendications 1 a 4 pour realiser la transfection 
selon Tune des revendications 7 ou 8. 
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